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EI.ISA — historie

prvni neizotopova varianta imunoanalyzy

* E. Engvallov4, P. Perlmann (Svédsko) 1971: Enzyme-linked immunosorbent

assay (ELISA). Quantitative assay of immunoglobulin G. Immunochenzistry 8:
. 871-874. Pozn.: stené jako R. Yalowovd a S. A. Berson v pripadé RLA (1959) si
princip nedali patentovat (vyznamné historické memento, ejména pro dnesni dobu!)

* S. Avraemas, B. Guilbert (Francie) 1971: A method for quantitative
determination of cellular immunoglobulins by enzyme-labeled antibodies.

Eur | Immunol 1: 394-396.




BELISA — charakteristika, varianty

* Heterogenni imunoanalytickda metoda

* Jeden z imunoreaktantd je zakotveny na pevnou fazi (immunosorbent), zpravidla stény
jamek mikrotitracni desticky (96 jamek — fadky A-H, sloupce 1-12)

* Jeden z imunoreaktantd je znaceny enzymem (Enzyme-linked)
* V poslednim reakénim kroku je pfidan substrat pro pfislusny enzym
* Koncentrace analytu je imérna mnozstvi vzniklého produktu, ktery poskytuje signal

* Sendvicova (nejcastéii, nejnizsi detekeni limit; typicky pfima améra mezi koncentraci analytu
a signalem)

* Kompetitivni (pfima/neptima; typicky nepfima imeéra mezi koncentraci analytu a signalem)
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Amplifikace signalu: systém biotin-(strept)avidin

Protilatka znacena biotinem (M.h. 244 Da) Ize snadno konjugovat s proteiny v misté jejich volnych
aminoskupin); na jednu molekulu protilatky se muze vazat nékolik molekul biotinu — amplifikace signalu

Konjugat avidin (M.h. 68 kDa)-HRP nebo streptavidin-HRP

Interakce (nekovalentni) avidinu s biotinem je velmi silna (K; = 10-!°> mol/L)

1 molekula avidinu (streptavidinu) obsahuje 4 vazebna mista pro molekulu biotinu

Vajecny avidin je glykoprotein o pI 10,5 — cave nespecifické elektrostatické interakce
Streptavidin (ze Streptomyces avidinii) — pI v neutralni oblasti, neobsahuje sacharid

Neutralni avidin — ¢astecné odstranéni sacharida a snizeni pI — redukce nespecifickych vazeb

Blizsi informace viz katalogy produktt, napft. firma Vector Laboratories,




Roztoky pro ELISA testy =

Potah desticky PBS pH 7,4 Na(Cl 8,0 g; KH,PO, 0,2 g; Na,HPO, 1,1 g;
KCl10,2¢g; H,Oad 1L
. Na-karbonatovy pufr, pH 9,6 Na,CO; 1,6 g; NaHCO; 2,4 g; H,Oad 1 L
0,1M bikarbonatovy pufr, pH 9,6 NaHCO; 8,4 g; H,0ad 1 L
Promyvani PBS/Tween 20 0,05%, pH 7,4 Tween 20 0,5 mL; PBSad 1 L

Fyziologicky roztok/Tween 20 0,1%, pH 7,5  NaCl 9,0 g; Tween 20 1,0 mI; H,O ad 1 LL

Blokovani volnych vazebnych PBS/BSA 2%, pH 7,4 BSA 2g; PBS ad 100 mL
st PBS/kasein 0,1%, pH 7,4 Kasein 0,1 g; PBS ad 100 ml.
PBS/susené mléko 2%, pH 7,4 Susené mléko 2 g; PBS ad 100 mLL
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Enzymy a substraty

Enzym M.h. (kDa) substrat Detekéni limit pro
optlmum enzym (mol/L)

H,0,/ABTS (¢) 101
H,0,/0PD (c) 1014

H,0,/TMB (c) 2101
H,0,/HPPA (f) 101

pNPP () 2:1013
MUP () 2:1013
oNPG (c)

MUG (f)

DetekEni limit pro enzymem
znaceny IgG (pg/L)

16,0
2,0
0,3
0,3
43,0
0,5

350,0
1,0

S peroxidasou sprazena reakce; pfidavek glukosy, peroxidasy a substrat pro

peroxidasu

(c) = chromogenni, (f) = fluorogenn{ substrat. ABTS = 2,2"-azino-di(3-ethylbenzthiazolin)-6-sulfonat; HPPA = kyselina 3-(p-
__ hydroxyfenyl)propionova; MUG = 4-methylumbelliferyl-3-D-galaktopyranosid; MUP = 4-methylumbelliferylfosfat, oONPG = ¢-nitrofenyl-3-D-
wm galaktopyranosid; oPD = o-fenylendiamin, pNPP = p-nitrofenylfosfat; TMB = 3,3°,5,5 -tetramethylbenzidin
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Substrat — zastavovaci roztok - méfeni

Substrat Stop roztok Vlnova délka méfeni

ABTS 1M kyselina citrénova + 0,05% 405 nm
NaN;,
oPD 2,5M H,SO, 490 nm
TMB 2,0M H,SO, 370 nm (bez stop roztoku)
450 nm (po zastaveni reakce)
pNPP 3M NaOH 405 nm
oNPG 1M Na,COj4 405 nm




Nelinearni kalibrace

Zavislost koncentrace stanovované latky na signalu ziskaném v ELISA testu
(zpravidla optické denzité) NENI linearni

V kazdé analytické sérii je nutné zaradit nékolik standardt (nejméne 4)
Existuje né¢kolik modelt kalibracni zavislosti:

point-to-point: jednotlivé body kalibracni kfivky jsou propojeny tiseckami
4-parametrova (popf. 5-parametrova) — sigmoida

kvadraticka funkce

kubicka funkce




Nelinearni kalibrace — kvadraticky polynom, kubicky polynom
a 4-parametrova logisticka funkce

* OD=a+b-conc+c-conc?

* OD=a+b:conc+c-conc?®+d:-conc?

a—d

[1+(conc/ )P] +d

e 0D =

V polynomech jsou 4, b, ¢ a d koeticienty.

Ve 4-parametrovém modelu je @ dolni asymptota, / smérnice v inflexnim bodg, ¢
koncentrace v inflexnim bodé¢ a 4 horni asymptota.

OD je opticka denzita, conc je koncentrace analytu.




Zjednodusené schéma ELISA testa pro detekci volnych lehkych fetézcua
typu kappa (fkLC): neprima kompetitivni (vlevo); sendvicova (vpravo)

Primarni MAb
s navazanym Ag ze
‘ A A vzorku * *“

PN 2.
|_A_A/< All‘éég

A | Antigen (B]K) biotin

streptavidin

Primarni anti-fk.C MAb

Sck. Anti-Mo Tg Ab * RD
Y Sek. Anti-Hu (f+b)xL.C Ab




Kalibrace

* Kalibrator ¢. 1 o koncentraci 2,56 mg/L a dale fedéni dvojkovou fadou az k 0,01 mg/L
(popt. 0,005 mg/L)

* 9- (10-)bodova sigmoidni kalibracni kfivka za pouziti rovnice
A = C + [(D-C)/(1+e 28" )]

A ... absorbance pfi 492 nm (proti referencni vlnové délce 620 nm)

CaD ... dolnf a horni asymptota kalibracni kfivky

o... posun linearnf ¢asti kalibracni kfivky v systému soufadnic
B ... smérnice linearnf ¢asti kalibraéni kfivky

X ... log koncentrace fxI.C (ug/L)

Koncentrace pocitany z rovnice kalibra¢ni kfivky po vyjadfeni x pomoci programu Microsoft Excel










Amplifikovana metoda (mg/l)

Regresni prfimka: y = 1,0552x-0,1464
R”*2=0,9911

6 8 10
Standardni metoda (mg/l)
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Analytické charakteristiky metody:

150 a detekceni limit

(n = 14) Primér | SD Rozmezi

(mg/l) | (mg/l) (mg/l)

150 0,133 | 0,024 | 0,095 - 0,169

Detekéni limit = | 0,024 | 0,008 | 0,012 — 0,041
D — 0,1*(D-C)




Vazebné kfivka - free kappa, M 20 ng/ml Vazebna kfivka - free kappa, M 10 ng/mi, biotin-SA
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MRZ. reakce — kalibrac¢ni krivka modifikovana pridavkem 5.

kalibratoru
- s pouzitim pivodni ¢tytbodové kiivky fada vzorki neméfitelné nizkych, zejm. u anti-measles IgG
- OD 4xtedéného nejnizsiho kalibratoru > 10 x(OD blanku + 3 SD) — ovéteno opakované pro vSechny
pouzivané kity (measles, rubella, VZV, EBV)
- arb.j. znasobeny x10 (vzhledem k logaritmické ose koncentraci)
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ELISA - instrumentace

promyvacka

ELISA reader iMark (Bio-Rad)




Automatizace: ELISA analyzator DSX (Dynex)
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